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       A babbo e mamma 
ABBREVIAZIONI 
5HT: serotonina (5-idrossitriptamina) 
8-Br-cAMP: 8-bromo-adenosin monofosfato ciclico 
AHP: iperpolarizzazione postuma 
cAMP: 3′-5′ adenosin monofosfato ciclico 
DHO: di-idro-ouabaina 
E.S.: errore standard 
fEPSP: potenziale postsinaptico eccitatorio di campo 
H. medicinalis: Hirudo medicinalis 
IK/Ca: corrente potassio calcio-dipendente 
LM: latenza media della risposta basale 
LT1: latenza di risposta misurata al 1° stimolo 
LT15: latenza di risposta misurata al 15° stimolo 
LT16: latenza di risposta misurata al 16° stimolo 
LTD: depressione a lungo termine 
LTF: facilitazione a lungo termine 
MDL-12330A: N-(Cis-2-fenil-ciclopentil)azaciclotridecan-2-imino-     
       idrocloride 
N: nocicettiva 
Na+/K+ ATPasi: sodio-potassio adenosin trifosfato fosfatasi 
p: livello di significatività 
P: pressoria 
SQ-22536: [9-(tetraidro-2′-furil) adenina] 
T: tattile 
RIASSUNTO 
Da anni nei nostri laboratori viene utilizzato il modello 
sperimentale della sanguisuga Hirudo medicinalis per lo studio dei 
meccanismi cellulari e molecolari alla base di forme elementari di 
apprendimento. Tale Invertebrato presenta numerosi atti 
comportamentali alla base dei quali vi sono circuiti neurali conosciuti. 
Per questa ricerca è stato utilizzato il modello comportamentale 
dell’induzione al nuoto, da tempo oggetto di analisi comportamentali 
ed elettrofisiologiche. In sanguisughe in cui sia stata eseguita una 
sezione del connettivo intergangliare tra la massa cefalica ed il primo 
ganglio segmentale, l’applicazione, nella regione caudale, di un lieve 
stimolo elettrico (treno di impulsi di 5 msec ad una frequenza di 8,3 
Hz per una durata complessiva del treno di 1,6 sec) determina un ciclo 
di nuoto con un intervallo di tempo pressoché costante tra 
l’applicazione dello stimolo e l’inizio della risposta comportamentale 
(latenza). Una stimolazione ripetuta alla frequenza di 1 stimolo al 
minuto induce nell’animale un progressivo aumento della latenza 
(abitudine), mentre l’applicazione di uno stimolo nocicettivo 
(brushing) sulla cute dorsale produce un rapido accorciamento della 
latenza sia in animali “naϊve” (sensitizzazione) che in animali 
precedentemente abituati (disabitudine).  
In questa tesi l’induzione al nuoto, è stato utilizzato come 
modello sperimentale per analizzare se l’inibizione della Na+/K+ 
ATPasi sia coinvolta nell’induzione di forme di apprendimento non 
associativo quali la sensitizzazione e la disabitudine. 
Negli ultimi anni è emerso che la pompa Na+/K+ ATPasi è 
coinvolta in eventi di plasticità sinaptica sia nei Vertebrati (Reich et 
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al., 2003; Wyse et al., 2004; Zhan et al., 2004; de Vasconcellos et al., 
2005) che negli Invertebrati (Beaumont et al., 2002; Pivovarov and 
Drozdova, 2003). Nella sanguisuga, la Na+/K+ ATPasi è responsabile 
dell’attività elettrica delle cellule sensoriali T che vengono reclutate 
dallo stimolo elettrico utilizzato nell’addestramento comportamentale 
durante gli esperimenti da noi condotti. Inoltre, l’inibizione della 
Na+/K+ ATPasi nelle cellule T porta ad una aumento dell’efficacia 
sinaptica di queste cellule sui loro neuroni follower. Ciò consente di 
ipotizzare che la modulazione della pompa di membrana possa avere 
un ruolo negli eventi di plasticità sinaptica alla base delle forme di 
apprendimento quali la sensitizzazione e la disabitudine. 
Partendo da queste considerazioni in questa tesi è stato valutato 
il coinvolgimento della Na+/K+ ATPasi e in particolare della sua 
inibizione, sulle queste forme di apprendimento. A tal fine lo stimolo 
nocicettivo (brushing) è stato sostituito dalla somministrazione della 
di-idro-ouabaina (DHO), un analogo ad azione reversibile della 
ouabaina, una molecola naturale in grado di bloccare la Na+/K+ 
ATPasi. Sono state utilizzate diverse concentrazioni di DHO (10 µM, 
1 µM, 100 nM, 10 nM e 1 nM) iniettate nell’animale diluite in 
soluzione fisiologica (200 µl/g di peso dell’animale). 
Dai dati ottenuti è emerso che l’iniezione di DHO a basse 
concentrazioni induce sensitizzazione e disabitudine. Nella 
sensitizzazione l’entità del potenziamento della risposta 
comportamentale indotta dal trattamento con DHO 1, 10 e 100 nM è 
risultata del tutto paragonabile, mentre nella disabitudine è emerso che 
l’entità del potenziamento indotto dalle concentrazioni 1 e 10 nM è 
maggiore dell’entità del potenziamento indotto da brushing che, a sua 
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volta, è maggiore dell’entità del potenziamento indotto dalle 
concentrazioni di DHO 100 nM e 1µM. 
E’ stato inoltre valutato quanto tempo dall’iniezione la DHO 
induce sensitizzazione o disabitudine. Dai dati è emerso che la 
concentrazione di 10 nM ha l’effetto più prolungato, inducendo la 
sensitizzazione fino a 10 minuti dall’iniezione, mentre le 
concentrazioni di 10 e 100 nM inducono disabitudine fino a 15 minuti. 
Tutte le altre concentrazioni hanno effetto sensitizzante solo fino a 5 
minuti e effetto disabituante solo fino a 10 minuti dall’iniezione. 
In tutti gli esperimenti condotti, l’iniezione di DHO non ha 
prodotto modificazioni dell’attività motoria spontanea degli animali 
ed ha indotto sensitizzazione e disabitudine con effetto reversibile. Ciò 
indica che gli effetti dell’iniezione di DHO, giocano un ruolo 
importante nei meccanismi alla base della sensitizzazione e della 
disabitudine. 
 
SUMMARY 
Since years in our laboratories the experimental model of leech 
Hirudo medicinalis has been used for studying cellular and molecular 
mechanisms underlying simple forms of learning. This Invertebrate 
shows several behaviours related to well known neural networks such 
as swimming. The induction of swimming has been employed for 
behavioural and electrophysiological analysis. In leeches with the 
head ganglion disconnected from the first segmental ganglion, the 
application of weak electrical stimulus (test stimulus) consisting of a 
train (1,6 s duration) of electrical impulses (5 ms, 8,3 Hz, 0,8-1,6 V) 
to the caudal portion of the leech body wall elicits swimming activity 
characterized by an almost constant interval between the stimulus and 
the onset of the swim episode (latency). The repetitive application of 
15 test stimuli with an inter-trial interval of 1/minute, provokes an 
increase of the latency that means a reduction in the swim response 
(habituation); on the contrary, the application of a noxious stimulus 
(brushing) on the dorsal skin of the animal elicits a strong and lasting 
decrease of the latency both in earlier habituated animals 
(dishabituation) and in non-habituated animals (sensitization). 
In this thesis, the induction of swimming has been used as 
experimental model to analyse whether the inhibition of Na+/K+ 
ATPase can be involved on the induction of simple forms of learning 
such as sensitization and dishabituation.  
There are increasing evidence that Na+/K+ ATPase has been involved 
in synaptic plasticity events in both Vertebrates (Reich et al., 2003; 
Wyse et al., 2004; Zhan et al., 2004; de Vasconcellos et al., 2005) and 
Invertebrates (Beaumont et al., 2002; Pivovarov and Drozdova, 2003). 
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In the leech it has been observed that Na+/K+ ATPase affects the 
electrical activity of T cells which are recruited by the electrical 
stimulus used during our behavioural training. Moreover, in T cells 
the inhibition of Na+/K+ ATPase produces an increase of the synaptic 
strength between T neurons and their follower neurons. This allows to 
hypothesize that the modulation of the membrane pump activity might 
play a role in synaptic plasticity underlying some simple forms of 
learning such as sensitization and dishabituation. 
Starting from these considerations, in this thesis it has been evaluated 
the involvement of the inhibition of the Na+/K+ ATPase in these forms 
of learning. At this aim, the noxious stimulus (brushing) has been 
replaced by di-hydro-ouabain (DHO) injections, an analogous of 
ouabain, capable of reversibly inhibiting the Na+/K+ ATPase. 
Different concentrations of DHO (10 µM, 1 µM, 100 nM, 10 nM e 1 
nM) have been used. Drug was injected into the animals (200 µl/g 
weight) dissolved in saline solution. 
Data collected show that the injections of DHO at low concentrations 
induced both sensitization and dishabituation. 1, 10 e 100 nM DHO 
were capable of inducing sensitisation producing a similar potentiation 
of the behavioural response, whereas 1 and 10 nM DHO brought 
about a major effect in eliciting dishabituation than that induced by 
brushing. On the contrary, even if 100 nM and 1µM DHO induced 
dishabituation, the potentiation observed was lower than that produced 
by brushing. 
In addition, it has been also evaluated how much time from the 
treatment DHO was able to affect both sensitization and 
dishabituation. Data show that 10 nM DHO induced the most long 
effect, inducing sensitization till 10 minutes after injection, whereas, 
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10 and 100 nM induced dishabituation till 15 minutes after injections. 
The other concentrations induced sensitization only till 5 minutes and 
dishabituation only till 10 minutes after injection. 
In all experiments, DHO injection brought no changes in the 
spontaneous motor activity of the animals and its effects in inducing 
sensitization and dishabituation resulted reversible. In conclusion, the 
inhibition of the Na+/K+ ATPase, seems to play an important role in 
simple form of learning such as sensitization and dishabituation. 
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INTRODUZIONE 
La sanguisuga H. medicinalis rappresenta un ottimo modello 
sperimentale per condurre studi neurobiologico-comportamentali sui 
meccanismi di plasticità neuronale alla base di forme di 
apprendimento. Infatti, in questo Invertebrato è possibile analizzare i 
processi di apprendimento e memoria studiando contemporaneamente 
i cambiamenti che avvengono in un singolo atto comportamentale e le 
modificazioni che si osservano nel circuito neurale che ne è alla base. 
H. medicinalis esibisce numerosi atti comportamentali tra cui il 
nuoto, lo shortening, il crawling e il local bending le cui reti neurali 
sono state ben identificate (Nusbam and Kristan, 1986; Friesen, 
1989a; 1989b; Shaw and Kristan, 1999; Kristan et al., 2000; Friesen 
and Cang, 2001; Brodfuehrer and Thorogood, 2001). Inoltre il suo 
sistema nervoso è adatto agli studi sperimentali, poiché caratterizzato 
da neuroni organizzati in circuiti costituiti da un numero relativamente 
basso di elementi accessibili all’indagine elettrofisiologia e cellulare 
E’ stato osservato che nelle cellule sensoriali meccanocettive T, 
di H. medicinalis coinvolte nell’atto comportamentale dell’induzione 
al nuoto, l’inibizione della Na+/K+ ATPasi porta a modificazioni 
dell’attività di questi neuroni sensoriali (Catarsi and Brunelli, 1991) e 
ad un conseguente incremento dell’efficacia sinaptica delle cellule T 
sui neuroni follower (Cataldo et al., 2005). Questi cambiamenti 
plastici a carico delle cellule T suggeriscono che l’inibizione  
dell’attività della pompa di membrana rappresenti un importante 
meccanismo alla base di alcune forme di apprendimento non 
associativo (ANA), quali la sensitizzazione e la disabitudine. 
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Numerose evidenze sperimentali attribuiscono alla pompa di 
membrana Na+/K+ ATPasi un ruolo rilevante nei meccanismi di 
plasticità sinaptica sia nei Vertebrati (Reich et al., 2003; Wyse et al., 
2004; Zhan et al., 2004; de Vasconcellos et al., 2005) che negli 
Invertebrati (Beaumont et al., 2002; Pivovarov and Drozdova, 2003). 
Ad esempio esperimenti condotti su fettine di ippocampo di ratto, 
hanno dimostrato che, il blocco con la di-idro-ouabaina (DHO) della 
Na+/K+ ATPasi induce un nuovo tipo di depressione sinaptica o LTD 
(Reich et al., 2004) 
La DHO è un analogo ad azione reversibile della ouabaina, una 
polvere bianca cristallina, derivata dai semi della pianta africana 
Strophanthus gratus. Questa strofantina inibisce la Na+/K+ ATPasi, 
bloccando l’efflusso attivo di Na+ e il reuptake del K+. 
In questo lavoro di tesi sono stati analizzati a livello 
comportamentale gli effetti di un trattamento con DHO sulle forme di 
apprendimento non associativo sensitizzazione e disabitudine, 
utilizzando l’atto comportamentale di induzione al nuoto. 
IL MODELLO SPERIMENTALE: HIRUDO MEDICINALIS 
La sanguisuga H. medicinalis è un anellide appartenente alla 
famiglia Hirudinidae; è un ectoparassita ematofago e vive 
principalmente in acque dolci, con capacità di movimento sia in acqua 
che su un substrato solido. Già dalla fine del 900, la sanguisuga H. 
medicinalis ha rappresentato un importante modello sperimentale per 
le ricerche di neuroscienze. Più recentemente il suo sistema nervoso è 
stato oggetto di studio per investigare i meccanismi molecolari e 
cellulari alla base di forme elementari di apprendimento (Zaccardi et 
al., 2001; 2004; Sahley 1995; Brodfuehrer and Burns 1995). 
La sanguisuga presenta un’organizzazione metamerica, sia nelle 
strutture somatiche che viscerali, tipica del Phylum degli anellidi. Il 
corpo è formato dalla ripetizione di 34 segmenti metamerici; fanno 
eccezione i 2 segmenti alle estremità, formati dalla fusione di più 
metameri, i quali presentano ventose. La ventosa rostrale, o anteriore, 
è specializzata per nutrirsi del sangue dell’ospite mentre la ventosa 
caudale, o posteriore, è specializzata per ancorarsi al substrato durante 
l’esplorazione dell’ambiente circostante (crawling) (Fig. 1). 
 
Fig. 1: Caratteri morfologici esterni della sanguisuga H. medicinalis (modificato 
da : Kristan, 1983). 
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Il sistema nervoso è composto da una catena di ventuno gangli 
segmentali connessi anteriormente ad una massa cefalica e 
posteriormente ad una massa caudale. La massa cefalica deriva dalla 
coalescenza di sei gangli: è costituita da una porzione sopraesofagea, 
composta dall’unione di 2 gangli, e, centralmente, da una porzione 
subesofagea composta dalla coalescenza di 4 gangli segmentali. 
L’insieme costituisce il cingolo periesofageo che coordina le funzioni 
motorie e innerva la ventosa anteriore (Muller et al., 1981; Sawyer, 
1986). La massa nervosa caudale è formata dalla fusione di sette 
gangli ed innerva la ventosa posteriore (Fig. 2A). 
La catena gangliare decorre medialmente per tutta la lunghezza 
dell’animale; è disposta ventralmente all’apparato digerente ed è 
contenuta all’interno del seno venoso ventrale, avvolto da tessuto 
connettivo (Fig. 2B).  
Ogni ganglio segmentale, di forma rotondeggiante, è connesso 
ai due gangli adiacenti mediante fibre nervose che nel loro insieme 
sono chiamate “connettivo intergangliare”. Tali fibre nervose sono 
organizzate in due cordoni laterali ed in uno mediale, detto nervo di 
Faivre, dove decorrono gli assoni di un ristretto numero di cellule: i 
neuroni S (Bagnoli et al., 1973) e alcuni neuroni coinvolti nel circuito 
del nuoto, le cellule 204 e 205 (Weeks and Kristan, 1978). 
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Fig. 2: A: Schema del sistema nervoso di H. medicinalis. B: Schema 
tridimensionale della sezione trasversale della sanguisuga. Si nota la corda 
nervosa all’interno del seno ventrale, le radici laterali dei gangli segmentali e la 
loro relazione con le altre strutture del corpo (modificato da Sawyer, 1986). 
Ciascun ganglio della catena è numerato a partire dalla massa cefalica 
e risulta costituito da circa 400 neuroni. Fanno eccezione il 5° e il 6° 
ganglio, che innervano gli organi sessuali e che sono costituiti da circa 
700 cellule nervose (Macagno, 1980). L’organizzazione 
neuronografica dei gangli segmentali si ritrova pressoché inalterata in 
tutta la corda nervosa (Fig. 2A). All’interno di ogni ganglio, i neuroni 
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sono contenuti in sei pacchetti, o compartimenti follicolari, formati da 
cellule gliali i cui prolungamenti avvolgono i corpi cellulari dei 
neuroni. In ogni ganglio si riconoscono 2 pacchetti antero-laterali, 2 
postero-laterali, e 2, rispettivamente, antero e postero mediali (Fig. 3). 
I neuriti dei neuroni decorrono all’interno del connettivo 
intergangliare e raggiungono la periferia corporea tramite 4 radici 
laterali, 2 anteriori e 2 posteriori, che si dipartono simmetricamente 
dai lati del ganglio (Fig. 2B). 
 
 
 
 
 
Fig. 3: Schema del lato ventrale di un ganglio segmentale. Sono evidenti i neuroni 
sensoriali T, P e N e le cellule serotoninergiche di Retzius (modificato da: Muller 
et al., 1981). 
 
All’interno di ogni ganglio è possibile riconoscere motoneuroni, 
interneuroni e neuroni sensoriali, organizzati nei circuiti nervosi che 
sottendono i vari atti comportamentali esibiti dall’animale, quali ad 
esempio a) il “crawling”, comportamento ritmico caratterizzato da 
due fasi principali, estenzione del corpo e contrazione del corpo, 
tipicamente coordinato dall’attacco e il rilascio delle due ventose 
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(Cacciatore et al., 2000); b) il riflesso di “shortening”, accorciamento 
generalizzato del corpo dell’animale, indotto in risposta a forti stimoli 
fotici (Bagnoli et al., 1975; Lockery and Kristan, 1985; Lockery et al., 
1985) o tattili (Bagnoli et al., 1975; Boulis and Sahley, 1988), per 
contrazione simultanea dei muscoli longitudinali presenti in tutti i 
segmenti corporei; c) il “local bending”, flessione locale del corpo, 
compiuta dall’animale in risposta ad una lieve stimolazione meccanica 
della cute, per contrazione dei muscoli longitudinali del lato stimolato 
e rilassamento di quelli del lato opposto nell’ambito del segmento 
interessato dalla stimolazione (Lockery and Kristan, 1990a; 1990b; 
1991) il nuoto, “swimming”. 
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IL CIRCUITO DEL NUOTO 
L’attività di nuoto della sanguisuga si esprime con 
comportamenti episodici, non è quindi un comportamento continuo: in 
animali intatti, il nuoto inizia in seguito ad una vasta gamma di inputs 
sensoriali tra cui sono inclusi la stimolazione tattile della parete 
corporea e i movimenti dell’acqua (Kristan et al., 2005). Si può 
indurre nuoto anche in preparati semi-intatti. 
Il nuoto consiste di movimenti ondulatori del corpo sul piano 
dorso-ventrale. Tali movimenti vengono prodotti dalla contrazione 
alternata dei muscoli longitudinali dorsali e ventrali di ogni segmento. 
La contrazione di ciascun segmento precede sempre quella del 
segmento successivo adiacente, assicurando una progressione di 
contrazione corporea in senso rostro-caudale (Debski and Friesen, 
1985; Stent and Kristan, 1981; Kristan, 1983) (Fig. 4). 
 
Fig. 4: Movimenti ondulatori di tipo sinusoidale che si verificano durante il nuoto 
(modificato da: Muller et al., 1981). 
Il circuito neurale del nuoto è costituito da gruppi nervosi suddivisi 
a seconda della loro funzione in (Fig. 5): 
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1. neuroni sensoriali: in ogni ganglio segmentale sono presenti 
tre classi di meccanocettori, le cellule T, P ed N che rispondono 
rispettivamente a stimolazioni meccaniche, pressorie e 
nocicettive. La stimolazione della cute dell’animale, che attiva 
selettivamente queste cellule sensoriali, produce episodi di 
nuoto (Baylor and Nicholls 1969a; Van Essen, 1973; Kristan et 
al., 2005); 
2. neuroni trigger: neuroni identificati nel ganglio subesofageo in 
tre coppie: Tr1, Tr2 (Brodfuehrer and Friesen, 1986a) e Tr3 
(Friesen and Brodfuehrer, 1984); se stimolati elettricamente, 
producono o fanno cessare degli episodi di nuoto la cui durata è 
pressoché indipendente dall’entità della stimolazione 
(Brodfuehrer and Friesen, 1986b; Brodfuehrer et al., 1995); 
3. interneuroni gating: si dividono in interneuroni iniziatori del 
nuoto (cellula 204: neurone impari, presente nei gangli 10°-16°; 
cellula 205: presente esclusivamente nel 9° ganglio; Weeks, 
1982) e interneuroni contenenti serotonina (cellule 61 VL e 21 
DL, presenti in coppia in ogni ganglio segmentale; Weeks and 
Kristan, 1978); neuroni in grado di iniziare e mantenere i 
movimenti del nuoto; 
4. interneuroni oscillatori: sono più di 20 in ogni ganglio e nel 
loro insieme costituiscono il Central Pattern Generator, 
collegati tra loro da sinapsi eccitatorie ed inibitorie in grado di 
generare, attraverso un’inibizione ciclica ricorrente, il tipico 
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ritmo del nuoto (Friesen et al., 1978; Friesen, 1994; Nusbaum et 
al., 1987); 
5. motoneuroni: sono più di 20 in ciascun ganglio e controllano la 
contrazione ordinata dei muscoli longitudinali dorsali e ventrali 
(Ort et al., 1974). L’alternanza delle influenze eccitatorie ed 
inibitorie su questi fasci muscolari determina la ritmica 
contrazione che caratterizza il nuoto della sanguisuga 
(Brodfuehrer and Friesen, 1986c). 
 
Fig. 5: Circuito del nuoto (tratto da Kristan et al., 2005). 
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L’attività di nuoto della sanguisuga può essere inibita 
tonicamente dalla massa nervosa cefalica, dove sono situati i neuroni 
inibitori del nuoto Tr2, (Brodfuehrer and Friesen, 1986b; Brodfuehrer 
and Burns, 1995) e può essere modulata da un gruppo di neuroni, 
identificati come neuroni serotoninergici, presenti in ogni ganglio 
segmentale (Willard, 1981; Mangan et al., 1994a, b) (Fig. 3). Il 
numero delle cellule serotoninergiche all’interno di ogni ganglio 
decresce in senso rostro caudale per tutta la lunghezza della catena. 
Questa distribuzione non omogenea si riflette sul contenuto medio del 
neurotrasmettitore serotonina (5HT) per ganglio che risulta massimo 
nei gangli 2°, 3°, 4° e minimo nella massa caudale (Lent, et al., 1991). 
I livelli di questa monoammina variano nei diversi periodi dell’anno; 
sono, infatti, molto più elevati tra ottobre e marzo rispetto al periodo 
aprile-giugno (Catarsi et al., 1990). I neuroni serotoninergici sempre 
presenti in ogni ganglio sono: una coppia di interneuroni dorso-laterali 
(cellule 61 o DL) una coppia di interneuroni ventro-laterali (cellule21 
o VL) ed una coppia di cellule giganti, dal diametro di circa 80 µm, le 
cellule di Retzius. Le cellule 21 e 61 fanno parte del circuito del nuoto. 
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Fig. 6: Rappresentazione schematica del circuito del nuoto. Spiegazione nel testo. 
(Modificato da: Brodfuehrer P.D. and Friesen W.O., 1986c). 
E’ stato evidenziato che un aumento dei livelli di 5HT 
determina un aumento anche degli episodi di nuoto spontaneo. Inoltre, 
da ulteriori studi, è emerso che le catene nervose isolate dall’animale 
sono in grado di dare origine a fenomeni di nuoto, sia nel caso in cui 
nella soluzione di perfusione venga aggiunta 5HT sia attraverso la 
stimolazione di alcuni neuroni serotoninergici (Willard, 1981; Kristan, 
1983; Hashemzadeh-Gargari and Friesen, 1989). La stimolazione dei 
neuroni di Retzius induce il rilascio di 5HT; essa agendo su alcuni 
neuroni iniziatori del nuoto (cellule 204/205), provoca una forte 
depolarizzazione ed un aumento della frequenza di scarica inducendo 
nell’animale il nuoto (Willard, 1981) (Fig. 6). 
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APPRENDIMENTO NON ASSOCIATIVO IN HIRUDO 
MEDICINALIS 
Nonostante la semplicità del suo sistema nervoso, la sanguisuga 
H. medicinalis presenta atti comportamentali piuttosto complessi 
regolati da circuiti neuronali che sono ben conosciuti. Come descritto 
precedentemente, l’animale mostra vari atti comportamentali quali il 
“crawling”, lo “shortening”, il “local bending” e il nuoto. Queste 
caratteristiche hanno reso la sanguisuga un modello sperimentale 
particolarmente utile per lo studio dell’apprendimento, ovvero delle 
modificazioni del comportamento. 
Prendendo in esame alcuni atti comportamentali quali lo “shortening” 
e il nuoto è stato possibile indurre forme di apprendimento non 
associativo quali l’abitudine, la sensitizzazione e la disabitudine 
(Lockery et al.,1985; Catarsi et al., 1990; Lockery and Kristan, 1991; 
Brodfuehrer et al., 1995; Sahley, 1995; Brunelli et al., 1997; Zaccardi 
et al., 2001; Zaccardi et al., 2004). 
L’abitudine è un progressivo decremento di una risposta 
comportamentale normalmente evocata da stimoli non dannosi, privi 
di significato per la sopravvivenza dell’animale e presentati in 
maniera ripetuta. Da questo concetto è escluso l’adattamento 
sensoriale e la fatica muscolare. 
Durante la sensitizzazione, invece, gli animali, esposti a stimoli 
nocicettivi, potenziano i loro comportamenti difensivi e rispondono a 
stimoli test con maggiore efficacia. Quando tale potenziamento si 
instaura su una risposta comportamentale precedentemente depressa in 
seguito ad abitudine, si parla di disabitudine. 
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Quindi con l’abitudine l’animale impara ad ignorare uno stimolo non 
dannoso, mentre disabitudine e sensitizzazione permettono all’animale 
di porre attenzione a stimoli che, sebbene non dannosi, potrebbero 
essere accompagnati da situazioni di pericolo. 
 
Un notevole contributo alla comprensione di queste forme di 
apprendimento non associativo, è stato dato dai primi studi condotti da 
Kandel e colleghi sul mollusco marino Aplysia californica. In questo 
animale il riflesso di retrazione della branchia e del sifone può andare 
incontro ad abitudine, sensitizzazione e disabitudine. Una leggera 
stimolazione tattile sul mantello cutaneo produce una rapida e 
prolungata retrazione della branchia e del sifone stesso (Kandel, 
1994). 
Stimolazioni tattili ripetute ad intervalli regolari producono una 
progressiva riduzione della durata e dell’ampiezza della retrazione, 
fino ad arrivare addirittura alla soppressione del riflesso (abitudine) 
(Pinsker et al., 1970); una scossa elettrica applicata alla testa o alla 
coda dell’animale fa si che la successiva stimolazione tattile del sifone 
produca una retrazione della branchia più intensa e duratura di quella 
che si osserva in seguito ad un’analoga stimolazione che preceda la 
scossa (sensitizzazione) (Carew et al., 1971; Kandel and Schwartz, 
1982). 
Numerosi esperimenti hanno dimostrato che sia nell’abitudine che 
nella sensitizzazione hanno luogo delle modificazioni nell’efficacia 
delle sinapsi tra i neuroni sensoriali e quelli motori (Castellucci et al., 
1970; Castellucci and Kandel, 1976; Kandel et al., 1976). La 
stimolazione tattile del sifone attiva un gruppo di neuroni sensoriali 
che generano potenziali sinaptici eccitatori in cellule motorie. Quando 
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lo stimolo è presentato ripetutamente si osserva una progressiva 
diminuzione dell’ampiezza dei potenziali sinaptici eccitatori evocati 
nei motoneuroni dall’attivazione dei neuroni sensoriali: questa 
diminuzione nella trasmissione sinaptica è detta depressione 
omosinaptica (Castellucci et al., 1970; Kupfermann et al., 1970). 
Analisi quantali hanno dimostrato che la depressione omosinaptica è 
prodotta da un decremento del numero di quanti di neurotrasmettitore 
rilasciati a livello del terminale presinaptico (Castellucci and Kandel, 
1974; Kandel et al., 1976; Zucher, 1989). 
Alla base della sensitizzazione vi è invece un meccanismo di 
facilitazione eterosinaptica (Castellucci et al., 1970; Byrne and 
Kandel 1996; Kandel, 2001): lo stimolo sensitizzante attiva un gruppo 
di neuroni facilitatori, serotoninergici, estrinseci al circuito del riflesso 
di retrazione ma in contatto sinaptico con le terminazioni dei neuroni 
sensoriali afferenti. Su queste terminazioni la 5HT liberata attiva due 
differenti recettori serotoninergici. Il primo accoppiato all’adenilato 
ciclasi determina, via cAMP, l’attivazione di una PKA (Brunelli et al., 
1976) la quale andando a chiudere (modulare negativamente) un 
canale K+ di tipo S (Ks), produce un allungamento della durata del 
potenziale d’azione, quindi un aumento della quantità di 
neurotrasmettitore liberato (Schuster et al., 1985). L’altro recettore 
della 5HT, agendo attraverso l’attivazione della fosfolipasi C e la 
formazione di diacilglicerolo, stimola invece l’attività della PKC che 
aumenta la disponibilità di neurotrasmettitore nella zona attiva della 
sinapsi. 
Per quanto riguarda la disabitudine in Aplysia, sebbene si basi 
anch’essa sullo stesso meccanismo di facilitazione eterosinaptica, 
rispetto alla sensitizzazione presenta alcune differenze sia a livello 
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comportamentale che cellulare: queste due forme di apprendimento 
non associativo compaiono in tempi diversi durante lo sviluppo, 
infatti, la disabitudine compare prima della sensitizzazione (Rankin 
and Carew, 1988); altre differenze si riscontrano nei tempi con cui si 
instaurano questi due processi e nella sensibilità all’intensità della 
stimolazione (Marcus et al., 1988). 
 
 In H. medicinalis, nel riflesso di “shortening”, è stato possibile 
indurre forme di apprendimento non associativo. Il circuito nervoso 
che media tale comportamento è stato ben identificato e vede il 
coinvolgimento delle cellule sensoriali presenti sulla superficie 
corporea e delle cellule S ed L presenti in ogni ganglio segmentale 
(Muller and Scott, 1981); nel loro insieme costituiscono il fast 
conducting system (FCS). La stimolazione tattile della cute provoca 
una progressiva riduzione della risposta comportamentale (abitudine) 
(Bagnoli et al., 1975). Al contrario il riflesso di accorciamento in 
risposta ad uno stimolo non nocivo, risulta potenziato per alcuni 
minuti dopo la somministrazione di uno stimolo nocicettivo 
(sensitizzazione e disabitudine). Inoltre si è visto che il taglio della 
connessione tra due cellule S adiacenti impedisce l’istaurarsi della 
sensitizzazione senza che il riflesso sia di per sé modificato. Ciò 
attribuisce alle cellule S un ruolo funzionalmente indispensabile per 
questo tipo di apprendimento (Sahley et al., 1994; Shaw and Kristan, 
1999). 
La sensitizzazione e la disabitudine nello shortening sono mediate 
dalla 5HT, che agisce via cAMP: è stato infatti dimostrato 
sperimentalmente che il potenziamento della risposta, osservato nella 
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disabitudine, è bloccato dalla preincubazione con un antagonista della 
5HT, la metisergide (Belardetti et al., 1982; Burrel and Sahley, 2005). 
 
Un importante contributo per l’individuazione delle basi neurali 
dell’apprendimento e della memoria è stato fornito dagli studi condotti 
sul modello comportamentale di induzione al nuoto di H. medicinalis. 
In animali in cui sia stata rimossa chirurgicamente l’inibizione tonica 
esercitata dal ganglio cefalico (animale “quasi intatto”), la 
stimolazione della cute della porzione caudale con lievi stimoli 
elettrici è in grado di indurre un ciclo di nuoto con un intervallo di 
tempo (latenza) tra l’applicazione dello stimolo e l’inizio dell’episodio 
di nuoto pressoché costante. La variazione della latenza permette di 
descrivere l’instaurarsi dell’abitudine, della sensitizzazione e della 
disabitudine. 
Infatti, il progressivo decremento della risposta natatoria tipico 
dell’abitudine è indicato dal progressivo aumento della latenza al 
nuoto misurata durante la presentazione di 15 stimoli elettrici ad 
intervalli costanti di 1 al minuto (Zaccardi et al., 2001). La 
sensitizzazione e la disabitudine sono state ottenute sottoponendo le 
sanguisughe a 15 spazzolate (brushing) sul dorso, quale stimolo 
nocicettivo. Una netta riduzione della latenza misurata alla 
presentazione dello stimolo elettrico lieve (stimolo test) subito dopo 
l’evento nocicettivo è considerata indice di avvenuta sensitizzazione 
mentre se tale diminuzione della latenza si ha su una risposta 
precedentemente abituata (Zaccardi et al., 2001) si parla di 
disabitudine. 
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Studi condotti in precedenza hanno individuato alcuni 
meccanismi molecolari e cellulari coinvolti nelle varie forme di 
apprendimento non associativo. In particolare la stimolazione elettrica 
utilizzata come stimolo test nelle sessioni di apprendimento 
nell’induzione al nuoto sopradescritte, attiva selettivamente le cellule 
tattili T. Come mostrato in figura 7, in un preparato semi-intatto (Fig. 
7A), costituito da un ganglio segmentale mantenuto collegato ad una 
porzione di cute contenente l’emisegmento laterale corrispondente, la 
stimolazione elettrica capace di indurre il nuoto è altresì in grado di 
generare una risposta nelle sole cellule T (Fig. 7B). 
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Fig. 7: A: Schema del preparato semi-intatto in cui un ganglio segmentale è stato 
rimosso e mantenuto connesso all’emisegmento destro della cute. B: 
rappresentazione delle tracce registrate rispettivamente dai neuroni T, P ed N 
situati nel lato destro del ganglio. La stimolazione elettrica del tassello di cute (A) 
provoca, esclusivamente, l’attivazione della cellula T. Il voltaggio a cui la sola 
cellula T risponde e a cui sono riferite le tracce in figura è 1 Volt. La scarica del 
neurone T è caratterizzata da un treno di potenziali d’azione a cui è associata una 
AHP (Cataldo et al., 2005b). 
Nei neuroni sensoriali T della sanguisuga H. medicinalis, 
l’attivazione dei loro campi recettoriali o l’iniezione intracellulare di 
treni di impulsi depolarizzanti inducono una scarica di potenziali 
d’azione accompagnata da una deflessione in senso iperpolarizzante 
(afterhyperpolarization o AHP) del potenziale di membrana. La AHP 
è dovuta, prevalentemente, all’attività della Na+/K+ ATPasi e per un 
25% ad una conduttanza K+/Ca2+-dipendente (gK/Ca) (Baylor and 
Nicholls, 1969b; Jansen and Nicholls, 1973). 
A livello comportamentale sono stati condotti esperimenti 
iniettando varie sostanze nell’animale, prima che fosse sottoposto ad 
una sessione di apprendimento. Tali esperimenti hanno consentito di 
identificare che nell’abitudine è coinvolto il calcio, sia extra che 
intracellulare, che porta all’attivazione della fosfolipasi A2 e alla 
conseguente liberazione di acido arachidonico che è metabolizzato 
dalla 5-lipoossigenasi (Brunelli et al., 1996; 1997). 
Per quanto riguarda la sensitizzazione e la disabitudine, così come 
nello shortening (Burrell and Sahley, 2005), anche nell’induzione al 
nuoto, il neurotrasmettitore endogeno 5HT svolge un ruolo 
fondamentale. Come è stato dimostrato da Zaccardi et al. (2004), 
nell’induzione al nuoto, la 5HT media la sensitizzazione e la 
disabitudine attraverso un aumento dei livelli intracellulari di cAMP. 
Infatti iniezioni di 5HT o di un analogo del cAMP permeante le 
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membrane cellulari, l’8-bromo-adenosin monofosfato ciclico (8-Br-
cAMP), inducono sensitizzazione e disabitudine così come il 
brushing. L’iniezione di metisergide, bloccante generico dei recettori 
serotoninergici, invece elimina il potenziamento osservato nella 
sensitizzazione e riduce drasticamente la disabitudine; l’iniezione di 
MDL-12330A o di SQ-22536 (bloccanti dell’adenilato ciclasi) 
impedisce la riduzione della latenza in seguito ad applicazione di 5HT 
o in seguito a stimolazione nocicettiva (Zaccardi et al., 2004). 
 
Come precedentemente evidenziato, nelle cellule T la 
stimolazione elettrica del loro campo recettoriale produce un treno di 
potenziali d’azione accompagnati da una AHP che dura diversi 
secondi (vedi Fig. 7). Un dato interessante è che la AHP si è 
dimostrata modulabile da parte del neurotrasmettitore 5HT. Infatti la 
somministrazione di 5HT, via cAMP, inibisce la Na+/K+ ATPasi, la 
quale è la componente principalmente responsabile della genesi 
dell’AHP in queste cellule. Sia la somministrazione della 
monoammina sia la stimolazione delle cellule serotininergiche di 
Retzius producono una riduzione dell’ampiezza dell’AHP; l’effetto 
della 5HT è reversibile, dose-dipendente ed è bloccato dalla 
metisergide (Belardetti et al., 1984) (Fig. 8). 
D’altra parte la AHP può essere modulata in senso positivo. Infatti se 
stimoliamo ripetutamente con interstimolo costante la cellula T (come 
possiamo pensare avvenga durante l’abitudine comportamentale) 
aumenta l’ampiezza dell’AHP (Fig. 9). Questo è dovuto ad una 
aumento dell’attività della Na+/K+ ATPasi (Scuri et al., 2002) per 
azione dei metaboliti dell’acido arachidonico derivato dalla via 5-
lipoossigenasi (Scuri et al., 2005). Un dato interessante è che 
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all’aumento dell’ampiezza dell’AHP per potenziamento dell’attività 
della Na+/K+ ATPasi, corrisponde una ridotta liberazione di 
neurotrasmettitore. Ciò si manifesta come riduzione del potenziale 
sinaptico registrato in un neurone follower. Al contrario è stato 
osservato che ad una diminuzione dell’ampiezza dell’AHP, dovuta ad 
inibizione della Na+/K+ ATPasi, corrisponde un aumento dell’efficacia 
sinaptica tra il neurone T e le cellule follower (Scuri et al., 2006) (Fig. 
10). 
Quindi la modulazione della Na+/K+ ATPasi può portare in H. 
medicinalis ad eventi di plasticità sinaptica. 
 
Fig. 8: A) Effetto della 5HT sull’AHP dei neuroni T. B) Effetto della 
stimolazione delle cellule serotoninergiche di Retzius sull’ampiezza dell’AHP. 
In entrambi i casi l’applicazione di metisergide (antagonista dei recettori 
serotoninergici) blocca l’effetto di riduzione della serotonina (modificato da: 
Belardetti et al., 1984). 
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Fig. 9: Effetto della stimolazione ripetuta sull’ampiezza dell’AHP nelle cellule T. 
A) La stimolazione della cellula T con 30 treni di impulsi depolarizzanti della 
durata di 3 sec producono un aumento dell’ampiezza dell’AHP, misurata dalla 
linea di base al picco dell’iperpolarizzazione. Per convenienza grafica sono 
mostrate le AHPs ottenute dopo il 1°, 10°, 20° e 30° treno di impulsi 
rispettivamente. B) L’ampiezza dell’AHP recupera il suo valore iniziale dopo 
circa 10 min dal termine della stimolazione.(Scuri et al., 2002). 
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Fig. 10: Modulazione sinaptica indotta dalle variazioni di ampiezza dell’AHP nei 
neuroni T. Ad una diminuzione dell’ampiezza dell’AHP, dovuta ad inibizione 
della Na+/K+ ATPasi, corrisponde un aumento dell’efficacia sinaptica tra il 
neurone T e le cellule followers. Al contrario, all’aumento dell’ampiezza 
dell’AHP, per potenziamento dell’attività della Na+/K+ ATPasi, corrisponde una 
riduzione del potenziale sinaptico registrato in un neurone follower. 
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RUOLO DELLA Na+/K+ ATPASI NEI FENOMENI DI 
PLASTICITA SINAPTICA 
La Na+/K+ ATPasi è una proteina di membrana responsabile del 
trasporto attivo degli ioni sodio e potassio nel sistema nervoso degli 
animali, dove è presente ad alta concentrazione. L’enzima è 
necessario per l’eccitabilità neuronale in quanto mantiene e ristabilisce 
il gradiente elettrochimico in seguito ad ogni depolarizzazione, e per 
la regolazione del volume della cellule nervosa (De Vasconcellos et 
al., 2005). 
Recentemente, è emerso che la Na+/K+ ATPasi può avere un 
ruolo importante nei fenomeni di plasticità sinaptica attività-
dipendente, sia negli Invertebrati (Beaumont et al., 2002) sia nei 
Vertebrati (Reich et al., 2004; Wyse et al., 2004). In particolare, è 
stato osservato che nel gambero, a livello della giunzione 
neuromuscolare, l’elevata attività della Na+/K+ ATPasi, dovuta 
all’entrata massiccia di Na+, è necessaria affinché, durante una 
stimolazione ad alta frequenza del motoneurone insorga una 
facilitazione sinaptica a lungo termine o Long Term Facilitation 
(LTF) (Beaumont et al., 2002). 
Nel ratto è stata saggiata l’attività della Na+/K+ ATPasi nei neuroni 
ippocampali a tempi diversi dopo un addestramento di avoidance, in 
cui gli animali imparavano ad evitare una piattaforma sulla quale 
potevano ricevere shocks elettrici (Wyse et al., 2004). I risultati 
ottenuti mostrano che l’attività della Na+/K+ ATPasi è ridotta del 60% 
immediatamente dopo e 6 ore dopo il termine dell’addestramento, 
mentre torna ad essere comparabile a quella dei controlli dopo 24 ore. 
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Gli Autori hanno misurato l’attività dell’enzima anche in ratti, i quali, 
posti una sola volta sulla piattaforma, avevano ricevuto un solo shock 
elettrico: in questi animali, l’attività della Na+/K+ ATPasi era ridotta 
immediatamente dopo l’applicazione dello shock elettrico, mentre non 
era modificata dopo 6 ore. Queste osservazioni suggeriscono che la 
Na+/K+ ATPasi possa essere coinvolta nei meccanismi di memoria a 
breve termine o nei meccanismi di consolidamento. 
Come detto precedentemente, la Na+/K+ ATPasi è la componente 
principale responsabile della genesi dell’AHP nelle cellule T di H. 
medicinalis (Jansen and Nicholls, 1973). In questi neuroni l’attività 
della Na+/K+ ATPasi è modulata in senso inibitorio dal cAMP. Come 
già descritto, nelle cellule T, la 5HT riduce l’ampiezza dell’AHP. 
L’inibizione dell'adenilato ciclasi, invece, determina il blocco 
dell’azione della monoammina (Catarsi et al., 1993) indicando che la 
produzione di cAMP è un passaggio fondamentale affinché la 5HT 
svolga la sua azione di riduzione dell’AHP. Se iniettato 
intracellularmente, il cAMP è in grado di mimare l'effetto della 5HT, 
mentre altri nucleotidi quali lo AMP o il cGMP non alterano 
l’ampiezza dell’AHP. Il fatto che l'azione del cAMP abbia come 
bersaglio finale la Na+/K+ ATPasi è dimostrato dal fatto che, quando è 
bloccata la IK/Ca, l’8-Br-cAMP, analogo permeabile del cAMP, è 
comunque in grado di ridurre l'ampiezza dell’AHP. 
Un dato interessante emerso dagli studi di Zaccardi et al. (2004) è che 
il cAMP, in H. medicinalis, media l’effetto sensitizzante e disabituante 
della 5HT nell’induzione al nuoto, suggerendo l’ipotesi che la Na+/K+ 
ATPasi possa essere in qualche modo coinvolta nei fenomeni di 
apprendimento. 
SCOPO DELLA TESI 
In questi ultimi anni, alla modulazione dell’attività della Na+/K+ 
ATPasi è stato attribuito un ruolo nei fenomeni di plasticità neuronale 
e sinaptica attività-dipendenti. D’altra parte, molti sono i meccanismi 
conosciuti in grado di modulare l’attività di quest’enzima di 
membrana utilizzando differenti via intracellulari di secondi 
messaggeri quali il cAMP, l’acido arachidonico e i suoi metaboliti 
(Therien and Blostein, 2000). 
In H. medicinalis, il cAMP media gli effetti del neurotrasmettitore 
endogeno 5HT che si è rivelato essere il neurotrasmettitore coinvolto 
nella sensitizzazione e nella disabitudine nell’atto comportamentale 
dell’induzione al nuoto (Zaccardi et al., 2001) nel quale sono coinvolti 
i neuroni sensoriali T, che rappresentano il primo elemento cellulare 
attivato nel circuito del nuoto dagli stimoli utilizzati per indurre queste 
semplici forme di apprendimento. Un dato interessante è che, a livello 
cellulare, la 5HT, via cAMP, produce, nei neuroni T, una riduzione 
dell’ampiezza dell’AHP per inibizione della Na+/K+ ATPasi. Ciò 
corrisponde ad un aumento dell’efficacia sinaptica tra il neurone T e le 
cellule followers (Cataldo et al., 2005a). Al contrario all’aumento 
dell’ampiezza dell’AHP, per potenziamento dell’attività della Na+/K+ 
ATPasi, corrisponde una ridotta liberazione di neurotrasmettitore, che  
si manifesta come riduzione del potenziale sinaptico registrato in un 
neurone follower. La Na+/K+ ATPasi sembra quindi essere coinvolta 
in H. medicinalis in eventi di plasticità neurale. 
Pertanto, partendo da queste considerazioni, in questo lavoro di tesi 
sono stati condotti esperimenti di apprendimento non associativo allo 
scopo di valutare gli effetti dell’inibizione della Na+/K+ ATPasi nella 
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sensitizzazione e nella disabitudine. A tal scopo è stato iniettato negli 
animali un inibitore reversibile dell’enzima di membrana, la DHO e 
sono stati valutati:  
a. gli effetti dell’inibizione della Na+/K+ ATPasi sulla 
sensitizzazione e sulla disabitudine nell’induzione al nuoto. 
A tale scopo sono state saggiate basse concentrazioni di DHO 
che, dalla letteratura, si sono dimostrate efficaci negli 
esperimenti condotti sui Vertebrati e sugli Invertebrati. 
b. la durata nel tempo della sensitizzazione e della disabitudine 
da inibizione della Na+/K+ ATPasi prodotta da iniezione di 
DHO. 
 
MATERIALI E METODI 
 
 
ANIMALI 
 Per gli esperimenti di questa tesi sono state utilizzate 
sanguisughe della specie Hirudo medicinalis di circa 10 mesi e di peso 
variabile tra 1 e 1,5 g, fornite dalla ditta Ricarimpex (Eysines, 
Francia). 
Gli animali sono stati mantenuti in ambiente termostatato alla 
temperatura di 15°C all’interno di recipienti ben areati contenenti 
acqua oligominerale Panna (secondo le indicazioni del fornitore) e 
sottoposti al normale ciclo luce-buio. 
2 giorni prima di essere sottoposte alle sedute di addestramento alle 
sanguisughe veniva eseguita una sezione tra il ganglio cefalico e il 
primo ganglio segmentale (Fig. 11). 
 
C A T E N A  
N E R V O S A  
G A N G L I O  
C E F A L I C O  
V E N T O S A  
A N T E R I O R E  
V E N T O S A  
P O S T E R I O R E  
 
Fig. 11 : Disegno schematico di Hirudo medicinalis illustrante il livello della 
sezione chirurgica effettuata sugli animali. 
 
 
Questo taglio microchirurgico era condotto dopo aver anestetizzato gli 
animali immergendoli in una soluzione di etanolo al 10% per 15 
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minuti. Con questa sezione si elimina l’inibizione tonica che il ganglio 
cefalico esercita sull’attività natatoria della sanguisuga (Brodfuehrer e 
Friesen, 1986b), quindi l’animale è capace di rispondere 
all’applicazione di lievi stimoli elettrici sulla porzione caudale del 
corpo con un ciclo di nuoto con una latenza pressoché costante. 
Durante l’intervento, eseguito sotto microscopio binoculare, le 
sanguisughe erano fissate in posizione ventrale sul fondo di una 
vaschetta di plexiglass che contiene paraffina ed erano immerse in 
soluzione fisiologica a 4°C per tutto il tempo dell’operazione.  
Dopo aver effettuato il taglio la cute era suturata con filo di “seta” 
(Ethicon 6/0). 
Un filo di cotone era, infine, introdotto a livello della ventosa caudale 
in modo da poter fissare in un secondo tempo l’animale all’apparato di 
registrazione. 
SOLUZIONI 
 La soluzione fisiologica utilizzata per l’operazione degli animali 
era così composta: NaCl 115 mM, KCl 4 mM, CaCl2 1,8 mM, D-
glucosio 10 mM, tamponata a pH 7,4 con Tris-maleato 10 mM. 
La Di-Idro-Ouabaina (DHO) fornita dalla ditta Sigma-Aldrich (St. 
Louis, MO, USA) era disciolta in soluzione fisiologica ed era 
somministrata agli animali effettuando due iniezioni sul lato dorsale 
(ciascuna di 100 µl per grammo di peso dell’animale) una nella 
regione rostrale e l’altra in quella caudale, nelle vicinanze del seno 
venoso, in modo che la distribuzione del farmaco nel sistema nervoso 
risultasse più omogenea. 
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PROCEDURE COMPORTAMENTALI 
 Le sanguisughe sono state sottoposte a sessioni di 
sensitizzazione e di disabitudine utilizzando l’induzione al nuoto con 
lievi stimoli elettrici applicati alla porzione caudale dell’animale.  
A tale scopo le sanguisughe erano poste, singolarmente, in una 
vaschetta di plexiglass riempita di acqua oligominerale Panna e dotata 
di un supporto di paraffina al quale era fissato il filo di cotone inserito 
nella ventosa caudale. Un elettrodo bipolare di argento clorurato era 
posizionato al di sotto della ventosa caudale di modo che l’animale 
potesse nuotare liberamente senza allontanarsi dall’elettrodo di 
stimolazione (Fig. 12). 
 
Fig. 12: Illustrazione schematica dell’apparato di registrazione. Spiegazione nel 
testo. 
 
 
 
 L’elettrodo di stimolazione era collegato ad una unità di 
stimolazione (SIU), che consentiva di scegliere l’intensità di 
stimolazione, e ad un generatore di impulsi, opportunamente 
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interfacciato ad un computer, in modo che le caratteristiche dello 
stimolo fornito all’animale potessero essere variate tramite un 
“software” opportunamente costruito. Ciascuno stimolo consisteva di 
un treno di impulsi quadri ciascuno della durata di 5 msec alla 
frequenza di 8,3 Hz, per una durata complessiva del treno di 1,6 
secondi (stimolo test). L’intensità di stimolazione utilizzata 
corrispondeva a quella ottenuta scegliendo il voltaggio minimo 
(variabile tra 0,8V e 1,6V) in grado di evocare un ciclo di nuoto. Tale 
voltaggio, una volta identificato per ogni animale, era mantenuto 
costante per tutta la sessione di addestramento. 
La stessa interfaccia seriale SR232 utilizzata per la stimolazione e il 
software appositamente creato, permettevano di misurare in tempo 
reale la latenza in secondi che intercorreva tra l’applicazione dello 
stimolo elettrico e l’inizio del ciclo di nuoto. 
 La latenza è stata scelta come indice della responsività degli 
animali e una sua variazione consente di evidenziare l’istaurarsi dei 
processi di abitudine, sensitizzazione e disabitudine. Infatti l’abitudine 
corrisponde ad un aumento della latenza con la quale gli animali 
rispondono agli stimoli test ripetuti con cadenza costante, mentre la 
sensitizzazione e la disabitudine ad una riduzione della latenza alla 
presentazione dello stimolo test successivo ad uno stimolo nocicettivo. 
 
 Una sessione di abitudine consiste nell’applicazione di 15 
stimoli test presentati uno ogni minuto. Per rappresentare 
graficamente l’abitudine come un progressivo decremento della 
risposta comportamentale alla presentazione ripetuta dello stimolo test 
(Fig. 13), secondo Zaccardi et al., (2001) nei nostri esperimenti sono 
stati calcolati gli inversi delle latenze misurate alla presentazione di 
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ogni stimolo normalizzati all’inverso della latenza misurata dopo il 
primo stimolo secondo la seguente formula:  
a) L1/LX ·100  
dove LX è la latenza relativa ad ogni stimolazione fornita e L1 è la 
latenza riferita al primo stimolo. 
 
Fig. 13: Rappresentazione grafica dell’abitudine.Spiegazione nel testo. 
 
Il progressivo decremento della risposta è indice di avvenuta 
abitudine. 
 
 In un esperimento di sensitizzazione (Fig. 14), sono 
inizialmente forniti 4 stimoli test ad intervalli casuali (diversi da un 
minuto), in modo da non indurre abitudine. La media delle latenze 
corrispondenti ai 4 stimoli test (“latenza media”) rappresenta la 
risposta soggettiva dell’animale o risposta basale. Dopo aver 
identificato la risposta basale, l’animale riceve un evento 
sensitizzante, costituito da 15 spazzolate sulla cute dorsale (brushing) 
per una durata di 7 sec, e quindi è sottoposto all’applicazione di 15 
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stimoli test alla frequenza di 1/min. Per rappresentare graficamente la 
sensitizzazione come un potenziamento della risposta alla 
presentazione dello stimolo successivo ad un evento sensitizzante, gli 
inversi delle latenze sono normalizzati all’inverso della latenza media 
considerata come 100% secondo la formula a) modificata come segue: 
b) LM/LX ·100  
dove LX è la latenza relativa ad ogni stimolo fornito e LM è la 
latenza media. 
 
Fig. 14: Rappresentazione grafica della sensitizzazione. Spiegazione nel testo. 
 
L’incremento della risposta al primo stimolo dopo l’evento 
sensitizzante (stimolo 1 in Fig. 14) statisticamente significativo 
rispetto al 100% è indice di avvenuta sensitizzazione 
 
 
 
 Negli esperimenti di disabitudine gli animali sono sottoposti ad 
una prima sessione di abitudine alla quale segue un evento 
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nocicettivo, rappresentato dal brushing, e quindi un’ulteriore serie di 
15 stimoli (1/min) (Fig. 15). Per rappresentare graficamente la 
disabitudine come un potenziamento della risposta al primo stimolo 
test successivo all’evento disabituante rispetto alla risposta al 
quindicesimo stimolo della prima sessione di abitudine, gli inversi 
delle latenze sono normalizzati all’inverso della latenza al primo 
stimolo della prima sessione abituante considerata come 100% 
secondo la formula a) precedentemente descritta. 
 
Fig. 15: Rappresentazione grafica della disabitudine. Spiegazione nel testo. 
 
Un incremento statisticamente significativo della risposta al primo 
stimolo dopo l’evento disabituante (stimolo 16 in Fig.15) rispetto alla 
risposta al quindicesimo stimolo della prima sessione di abitudine 
(stimolo 15 in Fig. 15), è indice di avvenuta disabitudine. 
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ANALISI DEI DATI 
 Per la rappresentazione grafica dei processi di sensitizzazione e 
disabitudine sono state costruite le curve descritte precedentemente. 
Per rappresentare graficamente gli effetti della DHO sull’instaurarsi 
dei processi di sensitizzazione e disabitudine sono stati utilizzati degli 
istogrammi. 
 Nel caso della sensitizzazione gli istogrammi sono stati costruiti 
ponendo sull’asse delle ordinate la differenza (in percentuale) della 
risposta ottenuta alla presentazione del 1° stimolo successivo 
all’evento sensitizzante e la risposta basale considerata come 100% 
(LM/L1 · 100) - 100. 
 Nel caso della disabitudine, al fine di evidenziare di quanto 
differisce il processo di disabitudine mostrato dagli animali iniettati 
con DHO rispetto agli animali iniettati con soluzione fisiologica, sono 
stati costruiti degli istogrammi che rappresentano (in percentuale) la 
differenza tra la risposta al 16° stimolo (ovvero il primo stimolo 
successivo all’evento disabituante) e quella relativa al 15° stimolo 
della sessione di abitudine (L1/L16 · 100) - (L1/L15 · 100). 
 La durata dell’effetto sensitizzante (time-course) indotto dalle 
singole concentrazioni di DHO è stata rappresentata con istogrammi 
costruiti ponendo in ordinata l’inverso delle latenze registrate ogni 5 
minuti dopo l’iniezione con la sostanza normalizzato all’inverso della 
latenza media considerato come 100% e in ascissa la successione delle 
stimolazioni fornite.  
 La durata dell’effetto disabituante (time-course) indotto dalle 
singole concentrazioni di DHO è stata rappresentata con istogrammi 
costruiti ponendo in ordinata l’inverso delle latenze registrate dopo il 
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quindicesimo stimolo della prima sessione di abitudine e dopo la 
presentazione dello stimolo test ogni 5 minuti dal trattamento con 
DHO o con soluzione fisiologica normalizzato all’inverso della 
latenza misurata dopo il primo stimolo della prima sessione di 
abitudine considerato come 100%.  
 L’analisi statistica, sebbene condotta sulle latenze espresse in 
secondi, ha dimostrato che sia per la sensitizzazione che per la 
disabitudine i dati non seguono la distribuzione gaussiana (test di 
normalità di Kolmogorov-Smirnov e Lilliofors), nei campioni 
considerati. Sono stati pertanto utilizzati test opportuni per dati non 
parametrici. 
 Per confrontare la latenza media (nella sensitizzazione) o la 
latenza relativa al 15° stimolo (nella disabitudine) con la latenza 
relativa al primo stimolo successivo all’evento potenziante la risposta 
natatoria è stato utilizzato il Wilcoxon test. Per paragonare l’entità 
dell’effetto sensitizzante indotto dalle varie concentrazioni di DHO o 
della soluzione fisiologica sono stati considerati i valori delle 
differenze LT1-Lm, dove Lm indica la latenza media, ovvero la risposta 
basale e LT1 la latenza al primo stimolo successivo all’evento 
sensitizzante. In questo modo maggiore è la differenza calcolata, 
maggiore è l’effetto indotto dallo stimolo sensitizzante. Il confronto 
statistico è stato eseguito con il Kruskall-Wallis test, che consente 
confronti multipli e il post-hoc test sulle mediane ha consentito di 
individuare le concentrazioni di DHO che hanno effetti 
significativamente differenti tra loro e rispetto alla soluzione 
fisiologica. 
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 Per valutare l’effetto sensitizzante nel tempo il confronto 
statistico condotto con il test ANOVA di Friedman tra la latenza 
media e le latenze misurate ai vari tempi di stimolazione ha permesso 
di valutare la significatività tra i gruppi. Il post-hoc Dunnett test ha 
evidenziato i tempi a cui l’effetto sensitizzante era presente. 
 Per quanto riguarda la valutazione dell’entità dell’effetto 
disabituante indotto dalle varie concentrazioni di DHO rispetto alla 
soluzione fisiologica e al brushing è stata calcolata la differenza LT16-
LT15, ovvero tra la latenza al primo stimolo test presentato dopo 
l’iniezione con DHO o soluzione fisiologica o dopo brushing e la 
latenza al quindicesimo stimolo della prima sessione di abitudine. Il 
confronto statistico è stato eseguito con il Kruskall-Wallis test. Le 
concentrazioni di DHO che inducono effetti significativamente 
differenti rispetto alla soluzione fisiologica o rispetto al brushing sono 
state identificate utilizzando il post-hoc test sulle mediane. 
 L’andamento temporale dell’effetto disabituante delle varie 
concentrazioni di DHO è stato confrontato con l’andamento 
dell’effetto indotto da soluzione fisiologica utilizzando il test ANOVA 
a due vie per misure ripetute in cui sono state considerate le latenze 
registrate ogni cinque minuti a partire dall’iniezione come variabile 
dipendente e i diversi trattamenti come variabile indipendente. 
Le concentrazioni di DHO che inducono effetti significativamente 
differenti rispetto alla soluzione fisiologica sono state identificate 
utilizzando il Tukey post-hoc test.  
I test statistici sono stati eseguiti con il software “Statistica” (StatSoft, 
Tulsa, OK) ponendo p < 0,05 come livello di significatività. 
 
RISULTATI 
 
 
Effetti indotti dall’iniezione di DHO durante una sessione di 
sensitizzazione 
 
 Allo scopo di valutare se l’inibizione della Na+/K+ ATPasi possa 
avere effetto sensitizzante nell’induzione al nuoto, sono stati condotti 
esperimenti su animali sottoposti ad una tipica sessione di 
sensitizzazione in cui lo stimolo nocicettivo è stato sostituito 
dall’iniezione di DHO a varie concentrazioni. 
 
 In figura 16 sono mostrate le curve relative ai risultati ottenuti 
con gli animali trattati con DHO 1 nM (n=15, curva in rosso) o 
soluzione fisiologica (n=10, curva in verde). Come si può notare dal 
grafico, negli animali trattati con DHO la latenza al nuoto registrata 
dopo il primo stimolo test, presentato 5 minuti dopo l’iniezione (LT1), 
è risultata significativamente inferiore rispetto alla latenza della 
risposta basale (Lm) (Wilcoxon test: p=0,0009). Il gruppo di animali 
trattato con soluzione fisiologica, invece, non presenta alcun 
potenziamento della risposta natatoria dopo l’iniezione, come 
evidenziato dal confronto statistico tra Lm e LT1 (Wilcoxon test: 
p=0,386). 
Nel corso delle successive 15 stimolazioni, osserviamo che la risposta 
comportamentale si riduce gradualmente per entrambi i gruppi di 
animali, mostrando l’istaurarsi del processo di abitudine. 
Pertanto, la somministrazione di DHO 1 nM ha effetto sensitizzante 
producendo un potenziamento della risposta comportamentale. 
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Fig. 16: Effetto sensitizzante dell’iniezione di DHO 1 nM. In questo e nei grafici 
seguenti, sull’asse delle ascisse è riportata la successione temporale delle 
stimolazioni fornite, sull’asse delle ordinate l’inverso delle latenze normalizzate al 
100% rappresentato dall’inverso della media delle latenze misurate alla 
presentazione dei quattro stimoli (I, II, III, IV) utilizzati per calcolare la risposta 
basale (Lm). Si può osservare che a cinque minuti dall’iniezione (siringa) gli 
animali trattati con DHO 1 nM (curva in rosso) mostrano un notevole 
potenziamento della risposta comportamentale rispetto agli animali trattati con 
soluzione fisiologica (curva in verde). 
 Seguendo il medesimo protocollo sperimentale sono stati 
valutati gli effetti della DHO alle concentrazioni di 10 nM, 100 nM e 
1 µM. I risultati sono mostrati rispettivamente nelle Fig. 17, 18, 19 e 
nella Tabella 1. Possiamo osservare che l’effetto sensitizzante è 
indotto dall’iniezione di DHO 10 nM e 100 nM mentre la 
concentrazione 1 µM non produce alcun potenziamento della risposta 
comportamentale così come l’iniezione di soluzione fisiologica. 
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  Lm± E.S 
(sec) 
LT1 ± E.S 
(sec) 
p (Wilcoxon test) 
Lm vs LT1 
DHO 1 nM 1,32±0,04 1,01±0,05 p=0,0009 
DHO 10 nM 1,44±0,05 1,22±0,07 p=0,012 
DHO100 nM 1,20±0,04 1,00±0,05 p=0,0008 
DHO 1 µM 1,23±0,04 1,39±0,11 p=0,196 
Fisiologica 1,26±0,03 1,29±0,03 p=0,541 
Tabella 1: Nella tabella sono riportati i valori, espressi in secondi ± E.S, della 
latenza media (Lm o risposta basale) e dello stimolo successivo all’iniezione (LT1). 
per ogni concentrazione di DHO utilizzata e per la soluzione fisiologica. Sono, 
inoltre, indicati i livelli di significatività (p) ottenuti dal confronto statistico tra i 
valori Lm e LT1 effettuato con il Wilcoxon test. 
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 Fig. 17: Effetto sensitizzante dell’iniezione di DHO 10 nM. Si può notare che 
l’iniezione di DHO 10 nM (curva in rosso) produce un potenziamento della 
risposta natatoria degli animali, mentre l’iniezione di soluzione fisiologica (curva 
in verde) non ha alcun effetto sensitizzante. 
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Fig. 18: Effetto sensitizzante dell’iniezione di DHO 100 nM. Dal grafico si può 
notare che l’iniezione di DHO 100 nM (curva in rosso) induce il processo di 
sensitizzazione, mentre l’iniezione di soluzione fisiologica (curva in verde) non ha 
alcun effetto sensitizzante. 
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 Fig. 19: Effetto sensitizzante dell’iniezione di DHO 1 µM. Gli animali iniettati 
con DHO 1 µM (curva in rosso) non mostrano alcuna differenza della risposta 
natatoria rispetto agli animali trattati con soluzione fisiologica (curva in verde). 
L’iniezione di DHO 1 µM non ha effetto sensitizzante al pari dell’iniezione di 
soluzione fisiologica. 
 Nell’istogramma di Fig. 20 sono messi a confronto gli effetti 
delle varie concentrazioni di DHO utilizzate. Nell’istogramma è 
rappresentata la differenza percentuale tra la risposta successiva 
all’iniezione di DHO o soluzione fisiologica e la risposta basale degli 
animali considerata come 100% per ogni concentrazione di DHO 
utilizzata. 
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 Fig. 20: Istogramma riassuntivo degli effetti delle varie concentrazioni di DHO 
utilizzate. Gli istogrammi rappresentano l’entità del potenziamento della risposta 
comportamentale successiva all’iniezione di DHO alle diverse concentrazioni o di 
soluzione fisiologica. Gli asterischi indicano la significatività risultata dal 
confronto statistico Kruskall Wallis ANOVA test (p<0,05) e Post-Hoc test 
(p<0,05). 
Il confronto statistico tra le latenze LT1 registrate dopo l’iniezione di 
DHO alla varie concentrazioni e dopo l’iniezione di soluzione 
fisiologica è stato effettuato con il Kruskall Wallis ANOVA test che ha 
evidenziato una differenza statisticamente significativa (p<0,05) tra i 
vari trattamenti. In particolare il Post-Hoc test ha confermato una 
significativa differenza (p<0,05) tra gli animali trattati con soluzione 
fisiologica e quelli trattati con DHO 1 nM, 10 nM, 100 nM e 1 µM. 
Per quanto riguarda la concentrazione di 1 µM, la differenza 
significativa rispetto agli animali trattati con soluzione fisiologica 
indica che non solo a questa concentrazione la DHO non ha effetto 
sensitizzante ma addirittura la LT1 è significativamente più lunga 
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rispetto a Lm. Il Kruskall Wallis ANOVA test e il Post-Hoc test 
effettuati considerando le tre concentrazioni di DHO 1, 10 e 100 nM, 
che inducono effetto sensitizzante, hanno evidenziato che l’entità del 
potenziamento della risposta comportamentale indotto da queste tre 
concentrazioni è del tutto paragonabile. 
Possiamo quindi concludere che la DHO influenza il processo di 
sensitizzazione a basse concentrazioni. 
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Andamento temporale dell’effetto sensitizzante indotto dalla DHO 
 Al fine di valutare per quanto tempo dall’iniezione nell’animale 
la DHO è in grado di indurre l’effetto sensitizzante, sono stati condotti 
esperimenti nei quali gli animali trattati con DHO alle varie 
concentrazioni o con soluzione fisiologica sono stati sottoposti ad uno 
stimolo test ogni cinque minuti successivi all’iniezione. 
La figura 21 mostra i risultati ottenuti con gli animali trattati con DHO 
1 nM (n=12, curva in rosso) o soluzione fisiologica (n=8, curva in 
verde). 
 
 
Fig. 21: Tempo di durata dell’effetto sensitizzante della DHO 1 nM. In questo e 
nei successivi grafici in ascisse è riportata la successione temporale delle 
stimolazioni a 5, 10, 15 e 20 minuti e sull’asse delle ordinate gli inversi delle 
latenze normalizzati all’inverso della latenza media che rappresenta la risposta 
basale di ogni animale considerato come 100% e rappresentato dalla linea 
tratteggiata. La DHO 1 nM induce sensitizzazione solo dopo 5 minuti 
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dall’iniezione. In questo e nei seguenti grafici gli asterischi indicano il livello di 
significatività risultata dal test ANOVA di Friedman (p<0,001) e successivo post-
hoc Dunnett test (p<0,05). 
Mediante il test ANOVA di Friedman è stato effettuato il confronto 
statistico tra la latenza media e le latenze misurate a 5, 10, 15 e 20 
minuti dall’iniezione sia negli animali trattati con DHO, sia in quelli 
trattati con soluzione fisiologica. I primi, mostrano una significativa 
differenza tra le latenze confrontate (p<0,001), e il post-hoc Dunnett 
test ha evidenziato che a 5 minuti dall’iniezione la DHO 1 nM induce 
una risposta sensitizzata, poiché la latenza è risultata 
significativamente più corta della latenza media (p<0,05). Al 
contrario, il test ANOVA di Friedman condotto sulle latenze misurate 
negli animali trattati con soluzione fisiologica ha evidenziato che non 
ci sono differenze statisticamente significative tra la latenza media e le 
latenze registrate ai vari tempi (p<0,05). 
Pertanto, la DHO 1 nM ha effetto sensitizzante solo dopo 5 minuti 
dall’iniezione.  
 Per la concentrazione di DHO 10 nM, il test ANOVA di 
Friedman effettuato confrontando la latenza media e le latenze 
misurate ai vari tempi ha evidenziato che esiste una differenza 
statisticamente significativa tra le latenze (p<0,001) e il post-hoc 
Dunnett test ha indicato che l’effetto sensitizzante della DHO 10 nM 
si evidenzia a 5 minuti (p<0,05) e permane fino a 10 minuti (p<0,05) 
dall’iniezione (Fig. 22). 
 Per quanto riguarda la concentrazione 100 nM il test ANOVA di 
Friedman ha evidenziato che c’è una differenza significativa tra le 
latenze registrate ai vari tempi e la latenza media (p<0,001) e il post-
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hoc Dunnett test ha evidenziato che l’effetto sensitizzante mostra di 
essere significativo solo per 5 minuti dall’iniezione (p<0,05) (Fig. 23). 
Gli animali trattati con soluzione fisiologica, non hanno mostrato mai 
differenza statisticamente significativa tra le latenze, confermando che 
l’iniezione con soluzione fisiologica non ha effetto sensitizzante (test 
ANOVA di Friedman, p>0,05). 
 
 
Fig. 22: Tempo di durata dell’effetto sensitizzante della DHO 10 nM. Spiegazione 
nel testo. 
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Fig. 23: Tempo di durata dell’effetto sensitizzante della DHO 100 nM. 
Spiegazione nel testo. 
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 In figura 24 è riassunto l’andamento temporale dell’effetto 
sensitizzante indotto dalle varie concentrazioni di DHO o dalla 
soluzione fisiologica, come risultato dell’analisi statistica 
precedentemente descritta. A distanza di 5 minuti dall’iniezione la 
DHO alla concentrazione di 1, 10, 100 nM ha effetto sensitizzante, a 
distanza di 10 minuti solo la concentrazione 10 nM ha ancora effetto 
sensitizzante, mentre, a tempi successivi, tutte le concentrazioni 
considerate non hanno effetto. 
 
 
Fig. 24: Tempo di durata della sensitizzazione indotta dalle varie concentrazioni 
di DHO. In ascisse è riportata la successione temporale delle stimolazioni fornite. 
In ordinate è riportata la differenza tra la risposta al primo stimolo dopo 
l’iniezione e la risposta basale considerata come 100. Gli istogrammi evidenziano 
l’entità del potenziamento indotto dall’iniezione delle diverse concentrazioni di 
DHO rispetto all’iniezione della soluzione fisiologica al passare del tempo. 
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Disabitudine indotta dall’iniezione di DHO 
 Dal momento che la DHO si è dimostrata in grado di indurre 
sensitizzazione, si è ritenuto interessante valutarne anche la capacità di 
indurre disabitudine. 
 La figura 25 mostra l’induzione della disabitudine in tre gruppi 
di animali. Dopo la prima sessione di abitudine, un gruppo di animali 
è stato iniettato con DHO 1 nM (n=15, curva in rosso), un gruppo con 
soluzione fisiologica (n=10, curva in verde) e il terzo gruppo è stato 
sottoposto a brushing (n=14; curva blu), quindi è seguita la seconda 
sessione di abitudine. Come si può notare dal grafico, durante la prima 
serie di 15 stimolazioni, tutti e tre i gruppi mostrano un progressivo 
decremento della risposta natatoria, dovuto all’istaurarsi 
dell’abitudine. Dopo il trattamento, gli animali iniettati con soluzione 
fisiologica non presentano alcun potenziamento della risposta 
natatoria come evidenzia il confronto statistico eseguito tra la latenza 
relativa al quindicesimo stimolo (LT15) della prima sessione di 
abitudine e la latenza registrata dopo l’iniezione (LT16) (Wilcoxon test: 
p=0,575). Al contrario, gli animali iniettati con DHO 1 nM o 
sottoposti a brushing presentano un significativo potenziamento della 
risposta natatoria (disabitudine) (Wilcoxon test, LT15 vs LT16 p=0,0004, 
p=0,0001 rispettivamente). 
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Fig. 25: Effetto disabituante dell’iniezione di DHO 1 nM. In questo e nei seguenti 
grafici, sull’asse delle ascisse è riportata la successione temporale delle 
stimolazioni fornite, sull’asse delle ordinate l’inverso delle latenze normalizzate 
all’inverso della latenza al primo stimolo nella prima sessione di abitudine 
considerata come 100%. 
Si può osservare che gli animali iniettati (siringa) con DHO 1 nM (curva in rosso) 
o sottoposti a brushing (curva in blu) presentano un notevole potenziamento della 
risposta comportamentale rispetto agli animali iniettati con soluzione fisiologica 
(curva in verde). 
 Seguendo il medesimo protocollo sperimentale, sono stati 
valutati gli effetti della DHO alla concentrazione di 10, 100 nM, e 1, 
10 µM. I risultati sono mostrati rispettivamente nelle Figg. 26, 27, 28 
e 29. Come possiamo osservare l’effetto disabituante indotto 
dall’iniezione di DHO si attenua progressivamente per le 
concentrazioni di 10 nM, 100 nM e 1 µM sino a scomparire alla 
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concentrazione di 10 µM, mentre l’iniezione di soluzione fisiologica 
non produce alcun potenziamento della risposta natatoria (Tabella 2). 
 
 
LT15+/-E.S
(sec) 
 
LT16+/-E.S 
(sec) 
 
p (Wilcoxon test) 
LT15 vs LT16  
DHO 1 nM 47,54±5,93 1,01±0,041 P=0,0004 
DHO 10 nM 52,25±5,24 1,15±0,052 P=0,0004 
DHO100 nM 34,13±7,64 1,40±0,036 P=0,0022 
DHO 1 µM 51,14±5,92 3,38±0,20 P=0,0050 
DHO 10 µM 42,01±8,27 39,43±8,41 p=0,86 
Fisiologica 41,59±4,77 21,39±4,30 P=0,575 
Brushing 41,25±3,28 1,26±0,035 P=0,00001 
Tabella 2: Nella tabella sono riportati i valori, espressi in secondi ± E.S, della 
latenza misurata dopo il quindicesimo stimolo (LT15) e dopo lo stimolo successivo 
all’iniezione (LT16). Per ogni concentrazione di DHO utilizzata, per la soluzione 
fisiologica e per il brushing sono indicati i livelli di significatività (p) ottenuti dal 
confronto statistico tra i valori LT15 e LT16 effettuato con il Wilcoxon test. 
 53
 Fig. 26: Effetto disabituante dell’iniezione di DHO 10 nM. Spiegazione nel testo. 
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 Fig. 27: Effetto disabituante dell’iniezione di DHO 100 nM. Spiegazione nel 
testo. 
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 Fig. 28: Effetto disabituante dell’iniezione di DHO 1 µM. Spiegazione nel testo. 
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 Fig. 29: Effetto disabituante dell’iniezione di DHO 10 µM. Spiegazione nel testo. 
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 L’istogramma di Fig. 30 è stato costruito riportando l’entità del 
potenziamento della risposta comportamentale valutata come 
differenza tra la risposta successiva all’iniezione di DHO o soluzione 
fisiologica normalizzata alla risposta basale e la risposta al 
quindicesimo stimolo normalizzata alla risposta basale. 
 
Fig. 30: Effetto delle varie concentrazioni di DHO utilizzate a confronto con 
l’effetto indotto dall’iniezione di soluzione fisiologica. In questo e nel seguente 
grafico, in ascisse sono riportati i vari trattamenti. In ordinate è riportata la 
differenza tra l’inverso della latenza misurata al primo stimolo dopo l’iniezione 
(LT16) e l’inverso della latenza misurata al quindicesimo stimolo (LT15) 
normalizzati all’inverso della latenza misurata al primo stimolo della prima 
sessione di abitudine considerato come 100.  
Gli istogrammi rappresentano l’entità del potenziamento della risposta 
comportamentale successivo all’iniezione di DHO alle diverse concentrazioni 
utilizzate o di soluzione fisiologica. 
In questo e nel seguente grafico gli asterischi indicano la significatività risultata 
dal confronto statistico con Kruskall Wallis ANOVA test (p<0,05) e il successivo 
post hoc test (p<0,05). 
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 L’istogramma di Fig. 31 è stato costruito riportando l’entità del 
potenziamento della risposta comportamentale come differenza tra la 
risposta successiva all’iniezione di DHO o dopo brushing 
normalizzata alla risposta basale e la risposta al quindicesimo stimolo 
normalizzata alla risposta basale. 
 
Fig. 31: Effetto disabituante delle varie concentrazioni di DHO utilizzate a 
confronto con l’effetto indotto dal brushing. Spiegazione nel testo. 
 Il confronto statistico tra le latenze LT16 registrate dopo 
l’iniezione di DHO alla varie concentrazioni o di soluzione fisiologica 
e le rispettive latenze LT15 è stato effettuato con il Kruskall Wallis 
ANOVA test che ha evidenziato una differenza statisticamente 
significativa (p<0,05) tra i vari trattamenti. In particolare il Post-Hoc 
test ha confermato una significativa differenza tra gli animali trattati 
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con soluzione fisiologica e quelli trattati con DHO 1n M, 10 nM, 100 
nM, 1µM e 10 µM. Per quanto riguarda la concentrazione 10 µM la 
differenza significativa rispetto agli animali trattati con soluzione 
fisiologica indica che a questa concentrazione la DHO non ha effetto 
disabituante. Il confronto mediante Kruskall Wallis ANOVA test e il 
successivo post-hoc test tra il potenziamento indotto da brushing e 
quello indotto dalle varie concentrazioni di DHO ha evidenziato che la 
DHO 1 e 10 nM inducono un potenziamento significativamente 
maggiore rispetto al brushing mentre le concentrazioni di DHO 100 
nM e 1 µM determinano un potenziamento che è però 
significativamente inferiore a quello ottenuto col brushing. 
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Andamento temporale dell’effetto disabituante indotto dalla DHO 
 Poiché nella disabitudine il potenziamento della risposta 
motoria si instaura su una risposta precedentemente abituata, al fine di 
valutare per quanto tempo dall’iniezione nell’animale, la DHO è in 
grado di avere effetto disabituante, abbiamo per prima cosa valutato il 
tempo di recupero spontaneo del processo di abitudine.  
 Le sanguisughe sono state sottoposte ad una prima sessione di 
abitudine dopo la quale gli animali non hanno ricevuto nessun 
trattamento (animali naïve). A partire da 5 minuti dalla fine della 
sessione di abitudine, agli animali è stato fornito uno stimolo test ogni 
cinque minuti. La figura 32 mostra i risultati ottenuti su un campione 
di 16 animali. Il confronto statistico tra la latenza al primo stimolo 
(LT1) e le latenze misurate a 5, 10, 15, 20 minuti dal termine della 
sessione di abitudine effettuato con il test ANOVA di Friedman e il 
successivo post-hoc test ha mostrato che c’è una differenza 
statisticamente significativa (p<0,001) tra LT1 e le latenze misurate a 
5, 10 e 15 minuti indicando che il processo di abitudine permane fino 
a 15 minuti. Perciò 15 minuti rappresentano l’intervallo di tempo 
entro il quale perdura l’effetto abituante. 
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Fig. 32: Durata dell’abitudine. In questo e nei seguenti grafici, sull’asse delle 
ascisse sono riportati solo il primo e l’ultimo stimolo della sessione di abitudine 
ed in seguito le stimolazioni fornite a 5, 10, 15 e 20 minuti dal termine della 
precedente sessione; sull’asse delle ordinate l’inverso delle latenze normalizzate 
all’inverso della latenza al primo stimolo nella prima sessione di abitudine 
considerata come 100%. Gli asterischi indicano la significatività risultata dal test 
ANOVA di Friedman e il successivo Post-Hoc test (p<0,001). 
 Animali sottoposti ad una sessione di abitudine e 
immediatamente dopo iniettati con soluzione fisiologica (n=15, Fig. 
33), hanno mostrato dopo 5, 10, 15 e minuti dall’iniezione di 
rispondere alla presentazione dello stimolo test in modo del tutto 
analogo agli animali naïve: il test ANOVA a due vie per misure 
ripetute e il successivo Tukey post-hoc test, effettuati comparando le 
latenze misurate a 5, 10, 15 e 20 minuti dal termine della sessione di 
abitudine nei due gruppi di animali hanno mostrato che non c’è 
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differenza statisticamente significativa (p>0,05) per tutti i tempi 
considerati. Quindi gli animali trattati con soluzione fisiologica 
mostrano un recupero del processo di abitudine dopo 15 minuti così 
come gli animali naïve. 
 
Fig. 33: Confronto tra la durata dell’abitudine in animali naïve e in animali 
iniettati con soluzione fisiologica. Spiegazione nel testo. 
 Allo scopo di valutare fino a quando la DHO è in grado di 
indurre effetto disabituante, sono stati condotti esperimenti in cui 
immediatamente dopo la sessione di abitudine in un gruppo di animali 
è stata iniettata soluzione fisiologica e un secondo gruppo è stato 
iniettato con DHO. A distanza di 5, 10, 15 e 20 minuti dall’iniezione è 
stato presentato lo stimolo test agli animali di entrambi i gruppi e sono 
state misurate le latenze di risposta. Il confronto tra le latenze misurate 
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ai vari tempi dopo l’iniezione con soluzione fisiologica e DHO è stato 
effettuato con il test ANOVA a due vie per misure ripetute e il 
successivo Tukey post-hoc test. Il confronto statistico ha evidenziato 
che gli animali trattati con DHO 1 nM (Fig. 34) e 1 µM (Fig. 37) 
mostrano una latenza significativamente più corta (p<0,05) a 5 e a 10 
minuti rispetto agli animali trattati con fisiologica, indicando che 
l’effetto disabituante indotto dall’iniezione di queste due 
concentrazioni di DHO dura per 10 minuti; gli animali trattati con 
DHO 10 nM (Fig. 35) e 100 nM (Fig. 36) mostrano una latenza 
significativamente più corta (p<0,05) a 5, 10 e 15 minuti rispetto agli 
animali trattati con fisiologica indicando che l’effetto disabituante 
indotto da queste due concentrazioni permane per 15 minuti. 
 
Fig. 34: Tempo di durata dell’effetto disabituante indotto dall’iniezione della 
DHO 1 nM. In questo e nei seguenti grafici gli asterischi indicano la 
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significatività risultata effettuando il test ANOVA a due vie per misure ripetute tra 
i vari trattamenti e il successivo Tukey post-hoc test (p<0,05). 
 
Fig. 35: Tempo di durata dell’effetto disabituante indotto dall’iniezione della 
DHO 10 nM. Spiegazione nel testo. 
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 Fig. 36: Tempo di durata dell’effetto disabituante indotto dall’iniezione della 
DHO 100 nM. Spiegazione nel testo. 
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 Fig. 37: Tempo di durata dell’effetto disabituante indotto dall’iniezione della 
DHO 1 µM. Spiegazione nel testo. 
 
 
 In un campione di animali (n=12, Fig. 38) dopo la sessione di 
abitudine è stato effettuato il brushing e dopo 5, 10, 15 e 20 minuti è 
stato presentato lo stimolo test. Le latenze misurate alla presentazione 
dello stimolo test ai vari tempi sono state confrontate con le latenze 
mostrate dagli animali trattati con soluzione fisiologica. Il confronto 
statistico effettuato con il test ANOVA a due vie per misure ripetute e 
il successivo Tukey post-hoc test ha evidenziato che le latenze 
misurate dopo il brushing sono significativamente più corte (p<0,05) 
rispetto alle latenze esibite dagli animali trattati con soluzione 
 67
fisiologica a 5, 10 e 15 minuti, mostrando che il brushing ha effetto 
disabituante per tutti i 15 minuti di durata dell’abitudine. 
 
 
Fig. 38: Tempo di durata dell’effetto disabituante indotto da brushing. 
Spiegazione nel testo. 
 Dall’insieme dei dai ottenuti è possibile concludere che, tra tutte 
le varie concentrazioni di DHO utilizzate, la 10 nM è la 
concentrazione che ha il maggiore e più duraturo effetto disabituante 
come rappresentato in figura 39, dove a titolo riassuntivo, sono 
riportati gli istogrammi che rappresentano la risposta agli stimoli test 
mostrata dagli animali dopo 5, 10, 15 e 20 minuti dall’evento 
disabituante (iniezione delle varie concentrazioni di DHO o soluzione 
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fisiologica) normalizzata alla risposta al primo stimolo della prima 
sessione di abitudine. 
 
 
 
Fig. 39: Tempo di durata della disabitudine indotta dalle varie concentrazioni di 
DHO. In ascisse è riportata la successione temporale delle stimolazioni fornite. 
Sull’asse delle ordinate l’inverso delle latenze di risposta normalizzate all’inverso 
della latenza al primo stimolo nella prima sessione di abitudine considerata come 
100%. Gli istogrammi evidenziano l’entità del potenziamento indotto 
dall’iniezione delle diverse concentrazioni di DHO rispetto all’iniezione della 
soluzione fisiologica al passare del tempo. Gli asterischi indicano la significatività 
risultata effettuando il test ANOVA a due vie per misure ripetute e il successivo 
Tukey post-hoc test (p<0,05). 
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DISCUSSIONE 
In questo lavoro sperimentale si è osservato che l’azione 
inibitoria della DHO sull’enzima di membrana Na+/K+ ATPasi 
produce forme di apprendimento non associativo nella sanguisuga 
Hirudo medicinalis nel modello comportamentale dell’induzione al 
nuoto. Questo è un atto comportamentale complesso, che viene 
studiato per chiarire alcuni dei meccanismi cellulari e molecolari alla 
base di semplici forme di apprendimento quali l’abitudine, la 
sensitizzazione e la disabitudine. In H. medicinalis, la stimolazione 
sensoriale inizia il nuoto reclutando i meccanocettori T, P o N, che 
convogliano l’informazione sensoriale ai muscoli deputati al nuoto 
attraverso un complesso circuito neurale (Kristan et al., 2005). In 
particolare, lo stimolo elettrico utilizzato nei nostri esperimenti per 
indurre il nuoto attiva selettivamente le cellule T. In questi neuroni, la 
5HT determina una riduzione dell’ampiezza dell’AHP che 
accompagna l’attività elettrica di questi meccanocettori. L’azione 
della monoammina si esplica attraverso l’inibizione della Na+/K+ 
ATPasi (Catarsi e Brunelli, 1991; Catarsi et al., 1993) e porta ad un 
incremento dell’efficacia sinaptica delle cellule T sui neuroni follower 
(Cataldo et al., 2005b) e quindi, probabilmente, verso i neuroni del 
circuito del nuoto.  
In questo lavoro di tesi, l’inibizione dell’attività della Na+/K+ 
ATPasi è stata ottenuta somministrando agli animali di-idro-ouabaina 
(DHO), un analogo ad azione reversibile dell’inibitore ouabaina. La 
modalità di somministrazione della DHO prevedeva un’iniezione nella 
porzione rostrale del dorso dell’animale ed una in quella caudale, 
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ciascuna di 100 µl per grammo di peso dell’animale, in prossimità del 
seno venoso entro cui è contenuta la catena gangliare, in modo da 
assicurare una distribuzione omogenea del farmaco all’interno del 
sistema nervoso.  
Negli esperimenti, l’iniezione di DHO ha sostituito la 
stimolazione nocicettiva (brushing) che normalmente viene utilizzata 
per indurre sensitizzazione e disabitudine. 
Dai nostri esperimenti è emerso che l’iniezione di DHO a basse 
concentrazioni induce sensitizzazione e tale effetto non è dovuto allo 
stimolo nocicettivo rappresentato dall’iniezione stessa, ma ad una 
effettiva azione dell’inibitore. Infatti, negli esperimenti di controllo, 
gli animali nei quali veniva iniettata soluzione fisiologica al posto 
dello stimolo nocicettivo, non hanno mostrato alcun potenziamento 
della risposta comportamentale. 
L’iniezione di DHO si è dimostrata in grado di indurre anche 
disabitudine. A questo proposito, è emerso che le concentrazioni più 
basse di DHO utilizzate hanno determinato un effetto disabituante 
addirittura maggiore rispetto a quello determinato dal brushing, 
mentre le concentrazioni più elevate di DHO, pur avendo effetto 
disabituante hanno determinato un potenziamento della risposta 
motoria inferiore a quello indotto da brushing. Anche in questo caso, 
gli animali trattati con soluzione fisiologica non hanno mostrato 
potenziamento della risposta comportamentale. E’ possibile che le più 
alte concentrazioni di inibitore DHO vadano a neutralizzare un elevato 
numero di molecole dell’enzima Na+/K+ ATPasi impedendone 
completamente la funzione. Sarebbe un effetto a campana di tipo 
“farmacologico”. 
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Nella sensitizzazione, mentre l’entità del potenziamento della 
risposta motoria indotto dalle varie concentrazioni che si sono 
dimostrate in grado di avere effetto sensitizzante (1, 10 e 100 nM) era 
del tutto paragonabile, la durata dell’effetto è risultata maggiore per la 
concentrazione 10 nM, che si è dimostrata in grado di indurre 
sensitizzazione fino a 10 minuti dall’iniezione, mentre le altre 
concentrazioni hanno prodotto sensitizzazione soltanto entro 5 minuti 
dall’iniezione. 
Per valutare la tempo dipendenza dell’effetto disabituante 
indotto dalle varie concentrazioni di DHO, per prima cosa, è stata 
valutata la durata del processo di abitudine negli animali. Questo 
perché in generale il processo di disabitudine si instaura in animali che 
precedentemente hanno subito una sessione di abitudine. Quindi ha 
senso valutare la tempistica del processo di disabitudine dentro la 
finestra temporale del processo dell’abitudine. Dagli esperimenti è 
emerso che il processo di abitudine permane per quindici minuti in 
animali naïve. 
Animali trattati con soluzione fisiologica non hanno mostrato 
alcuna differenza con gli animali naïve, evidenziando che la puntura 
che subiscono gli animali non influenza il processo di disabitudine.  
Quindi è stata valutata la durata degli effetti prodotti dalle varie 
concentrazioni di DHO sul processo di disabitudine nell’induzione al 
nuoto. Dagli esperimenti è emerso che le concentrazioni 1 nM e 1 µM 
sono in grado di indurre disabitudine fino a 10 minuti dall’iniezione, 
mentre le concentrazioni di 10 e 100 nM inducono disabitudine fino a 
15 minuti dal rispettivo trattamento. Infine è stato valutato per quanto 
tempo il brushing fosse in grado di indurre l’effetto disabituante, il 
confronto con gli animali trattati con soluzione salina ha mostrato che 
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il brushing è in grado di indurre il processo di disabitudine per tutti i 
quindici minuti di durata dell’abitudine. 
Pertanto, dall’insieme dei dati è stato possibile concludere che 
le concentrazioni di 10 e 100 nM hanno effetto più prolungato, 
inducendo il processo di disabitudine fino a 15 minuti dall’iniezione. 
Tutte le altre concentrazioni inducono effetto disabituante solo fino a 
10 minuti dall’iniezione. 
 
Questo lavoro di tesi ha dimostrato quindi che, nella sanguisuga 
la pompa Na+/K+ ATPasi riveste un ruolo importante nell’induzione 
della sensitizzazione e della disabitudine ed in particolare mediante la 
sua inibizione è possibile indurre fenomeni di apprendimento non 
associativo. 
Studi condotti precedentemente su altri Invertebrati hanno 
invece dimostrato che il meccanismo cellulare alla base di queste 
forme di apprendimento è la modulazione della trasmissione sinaptica. 
In Aplysia, ad esempio, alla base della sensitizzazione e della 
disabitudine c’è un meccanismo di facilitazione eterosinaptica che 
coinvolge la 5HT la quale, via cAMP, attiva una PKA (Brunelli et al., 
1976), che a sua volta andando a chiudere un canale K+ di tipo s 
(canale Ks), produce un allungamento della durata del potenziale 
d’azione, con aumento della quantità di neurotrasmettitore liberato 
(Schuster et al., 1985) nella zona attiva della sinapsi. 
Il coinvolgimento della pompa in eventi di plasticità sinaptica e 
quindi in eventi cellulari legati all’apprendimento è stato invece visto 
nei Vertebrati. Nell’ippocampo di ratto, ad esempio, si è osservato che 
la parziale e transiente inibizione della Na+/K+ ATPasi, ottenuta 
applicando per 15 minuti basse concentrazioni di DHO, è in grado di 
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causare una soppressione di lunga durata dei potenziali post sinaptici 
eccitatori di campo (fEPSP) che prende il nome di Long Term 
Depression (LTD); tale effetto non è influenzato dai bloccanti per i 
recettori del glutammato suggerendo quindi l’esistenza di un nuovo 
tipo di depressione sinaptica o LTD (Reich et al., 2004) correlata 
all’attività della Na+/K+ ATPasi. Inoltre nell’ippocampo di ratto 
misurazioni dell’attività della Na+/K+ ATPasi, eseguite subito dopo un 
addestramento di avoidance, in cui gli animali imparavano ad evitare 
una piattaforma sulla quale potevano ricevere shocks elettrici, 
suggeriscono che questo enzima di membrana potrebbe essere 
coinvolto in fenomeni di consolidamento della memoria a lungo 
termine (Wyse et al., 2004). 
Come è possibile spiegare il potenziamento della risposta 
comportamentale osservato nelle sanguisughe addestrate in sessioni di 
sensitizzazione e disabitudine nell’induzione al nuoto, dopo 
somministrazione dell’inibitore reversibile DHO? Ma soprattutto 
quale ruolo riveste l’inibizione dell’attività delle Na+/K+ ATPasi 
nell’induzione al nuoto in queste forme comportamentali?  
Per descrivere uno dei possibili meccanismi che intervengono 
nel potenziamento della risposta comportamentale ad opera di una 
diminuita attività della Na+/K+ ATPasi ci è stata d’aiuto un’ ipotesi 
cellulare teorizzata nei nostri laboratori di elettrofisiologia, riguardo 
all’influenza che riveste la modulazione dell’attività della pompa 
Na+/K+ ATPasi sui processi comportamentali. 
Come è stato già precedentemente accennato, lo stesso stimolo 
elettrico, utilizzato nei nostri esperimenti di apprendimento a livello 
comportamentale, è usato anche negli esperimenti a livello cellulare 
per stimolare una porzione di cute. Solo le cellule sensoriali T sono 
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reclutate a rispondere, in modo selettivo, alla stimolazione elettrica 
fornita e così attivate rispondono con un treno di potenziali d’azione a 
cui si associa una deflessione in senso iperpolarizzante del voltaggio 
di membrana (AHP). La pompa di membrana Na+/K+ ATPasi è il 
principale meccanismo che genera tale AHP (Baylor and Nicholls, 
1969b; Jansen and Nicholls, 1973) nelle cellule T di H. medicinalis e 
un dato interessante è che l’ampiezza dell’AHP può essere modulata 
andando a modificare l’attività della Na+/K+ ATPasi.  
Ad esempio è stato visto che la 5HT riduce l’ampiezza della 
AHP (Catarsi and Brunelli, 1991) poiché, via cAMP, va ad inibire la 
pompa Na+/K+ ATPasi (Catarsi et al., 1993), mentre la stimolazione 
ripetuta aumenta l’ampiezza dell’AHP, andando a stimolare l’attività 
della Na+/K+ ATPasi. Inoltre è stato dimostrato che ad una riduzione 
dell’ampiezza della AHP corrisponde un aumento del numero dei 
potenziali d’azione tra il neurone T e le cellule ad esso collegate 
(cellule followers) (Scuri et al., 2006) mentre un aumento 
dell’ampiezza dell’AHP nelle cellule T comporta un ridotto numero di 
potenziali d’azione che raggiungono i terminali sinaptici dei loro 
neuroni followers (Scuri et al., 2002).  
 Poiché l’attivazione delle cellule T innesca il circuito neurale 
che determina il nuoto (Kristan et al., 2005), un’aumentata efficacia 
sinaptica tra il neurone T e i suoi followers potrebbe rappresentare uno 
dei meccanismi alla base del potenziamento della risposta 
comportamentale che definisce la sensitizzazione e la disabitudine, 
sebbene il circuito del nuoto sia complesso e organizzato in diversi 
livelli funzionali, la modulazione di ciascuno dei quali potrebbe essere 
coinvolta nell’induzione dei processi di apprendimento. 
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 I dati sperimentali osservati nella modulazione della Na+/K+ 
ATPasi delle cellule T possono suggerire un meccanismo cellulare tra 
i possibili che ci aiuta a spiegare ciò che si osserva a livello 
comportamentale. Però, andando a considerare un comportamento 
complesso quale il nuoto nel quale l’attivazione sensoriale recluta in 
sequenza una serie di gruppi neuronali, non sappiamo quali altri 
meccanismi possono intervenire nell’induzione al nuoto e a quale altro 
livello essi possano agire. 
Questo lavoro di tesi avvalora comunque l’ipotesi cellulare di 
partenza formulata nei nostri laboratori, fornendo da un punto di vista 
comportamentale, assieme ai dati cellulari, un contributo di rilievo al 
ruolo che gioca la Na+/K+ ATPasi negli eventi di plasticità neuronale 
che sono alla base dei processi di apprendimento. 
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